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略語 
 
ADP: Adenosine 5'-(trihydrogen diphosphate) 
AMP-PNP: 5’-adenylylimido-diphosphate 
ATP: adenosine 5’-triphosphate 
Bis Tris Propane : 1,3-Bis[tris(hydroxymethyl)methylamino]propane 
DTT : dithiothreitol 
HEPES : 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperaziny]ethanesulfonic acid 
Imidazole : 1,3-diaza-2,4-cyclopentadiene 
LDH : Lactate Dehydrogenase 
MES : 2-Morpholioethanesulfonic acid 
PEG : Poly(ethylene glycol) 
PEP : phosphoenolpyruvic acid 
Pi : 遊離リン酸 
PK : Pyruvate Kinase 
TEV : Tobacco Etch Virus 
Tris : tris(hydroxymethyl) aminomethane 
hr : hours 
min : minutes  
sec : second 
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r.m.s.d. : 平均二乗偏差 (root mean square deviation) 
AFM : 原子間力顕微鏡 (Atomic Force Microscope) 
P-ATPase : リン酸化 (Phosphorylated) ATPase 
F-ATPase : ATP 合成酵素 
V-ATPase : 液胞 (Vacuolar) 型 ATPase 
V1-ATPase : サブユニット A、B、D、F で構成される ATP 駆動モーター部 V1ドメイン 
eA3B3 : ヌクレオチド非結合型 A3B3複合体 
bA3B3 : AMP-PNP 結合型 A3B3複合体 
eV1 : ヌクレオチド非結合型 V1-ATPase 複合体 
bV1 : AMP-PNP 結合型 V1-ATPase 
2dV1 : 2 分子の ADP が結合した V1-ATPase 
3dV1 : 3 分子の ADP が結合した V1-ATPase 
PiV1 : Pi 結合型 V1-ATPase 
arm : V1-ATPase の A サブユニットの 261-275 残基 
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1 章	 序論 
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イオン輸送性 ATPase 
	 細胞内などでは物質の濃度勾配に逆らって物質を能動輸送しており、その中でもイオ
ン輸送性ATPaseはATP加水分解のエネルギーを利用して膜内外の電気化学的勾配に逆
らってポンプのようにイオンを輸送する。イオン輸送性 ATPase は構造や機能的な特徴
から F-ATPase、V-ATPase、P-ATPase の 3 つに分類される。これらのイオン輸送メカニ
ズム、および ATP 加水分解メカニズムの解明は酵素によって異なる。 
 
P-ATPase 
	 P-ATPase は細胞形質膜などに存在し、他のイオン輸送性 ATPase とは異なり輸送サイ
クルで自己リン酸化するために P-ATPase と呼ばれている。P-ATPase の種類によって
H+、Na+、K+、Ca+などの様々なイオンを輸送しており、構造は α サブユニットと β サ
ブユニットからなる四量体の α2β2複合体から構成されている。 
	 P-ATPase は Ca2+存在下でのウサギ骨格筋小胞体 (SR) Ca2+-ATPase の X 線結晶構造解
析により詳細な構造が原子レベルで明らかになった （Toyoshima et al., 2000）。その後
様々な中間体の構造が明らかとなり、Ca2+の結合や解離、イオンを取り込む細胞質側の
ゲートやイオンを放出する内腔側のゲートの作動機構など能動輸送の分子機構の概略
が明らかとなっている。 
 
F-ATPase 
	 ATP 合成酵素 (F-ATPase) はミトコンドリア内膜や葉緑体のチラコイド膜のなどに
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存在する。膜内在性のFO  (FO-ATPase) と親水性のF1 (F1-ATPase) から構成され、膜内、
膜外のプロトンの濃度勾配によりプロトンが FO を通過する際に生じるエネルギーを用
いて F1が回転し、ATP を合成している。またこの酵素は in vitro 環境で ATP 加水分解
酵素としても機能し、F1で ATP を加水分解してその際に生じたエネルギーを用いて FO
が回転し、プロトンを能動的に輸送することもできる。F1-ATPase には 3 個の触媒活性
部位があり、順番に ATP を合成していると考えられている (Boyer PD, et al., 1997) 。こ
の触媒活性部位には P-loop (Phosphate-binding loop)、Arg finger (Arginine finger) と呼ば
れるモチーフや残基が保存されていることが X 線結晶構造解析 (Abrahams JP, et al., 
1994) などで明らかになっている。P-loop は Walker A モチーフとも呼ばれ、
GXXXXGKT/S (G : グリシン、K : リジン、T : スレオニン、 S : セリン、X : 任意のア
ミノ酸) をコンセンサス配列に持つモチーフでヌクレオチドのリン酸基が結合する配
列である。一方 Arg finger は γ リン酸基の負電荷を中和し、ATP 加水分解反応を促進す
る残基であると考えられている。 
	 X 線結晶構造解析の他に F1-ATPase では 1 分子回転実験 (Noji H, et al., 1997)、高速
AFM (Uchihashi T, et al., 2011)、計算機シミュレーション (Wang H, et al.,1998) などのア
プローチも行っている。これらの研究により分子構造に基づいた回転メカニズムモデル
が議論されている。 
 
V-ATPase 
	 液胞型 ATPase (V-ATPase) は真核細胞のオルガネラ膜などに存在し、膜内を酸性化さ
 8 
せるプロトンポンプとして機能している。本酵素は破骨細胞や尿細管細胞などの細胞膜
にも存在しており、骨の分解や尿の酸性化などに関与している。しかし V-ATPase が機
能異常を起こすと骨粗鬆症や尿細管アシドーシスなどの病気を引き起こすことが報告
されており、そのためは重要な創薬ターゲットとして認識され、研究が行われている。 
	 V-ATPase は超分子複合体であり、A、B、C、D、F、H、d サブユニットから構成さ
れる親水性の ATP 駆動モーター部 V1 (V1-ATPase)、a、c、e サブユニットから構成され
る膜内在性のイオン輸送性モーター部 VO (VO-ATPase)、E、G サブユニットから構成さ
れる V1部分と VO部分を繋ぐ外周固定子から構成されている (Fig. 1-1)。また F-ATPase
と類似性を持っており、F-ATPase と同様に V1の A サブユニットにある 3 つのヌクレオ
チド結合部位で ATP を加水分解してそのエネルギーを使って中心軸 DF 複合体が回転
し、VO 部位でプロトンを膜外に輸送していると考えられており、ヌクレオチド結合部
位には P-loop や Arg finger も存在する。この回転メカニズムを原子レベルで解明するこ
とがイオン輸送メカニズムの理解にも繋がる。しかし V-ATPase の回転を引き起こす要
因などは未だに明らかになっていない。これは真核生物の V1-ATPase の精製系が確立し
ておらず、研究を進めることが難しいためである。そのため他の ATPase よりも研究が
遅れていた。 
 
好熱菌由来 V1-ATPae 
	 ATP 駆動モーター部 V1-ATPase は好熱菌 (Thermus thermophilus) 由来 V1-ATPase の研
究が進んでいる。X 線結晶構造解析により V1-ATPase の一部でありヌクレオチド結合部
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位をもつ A3B3 複合体の構造が分解能 2.8 Å で明らかになっている (Maher MJ, et al., 
2009)。この構造は A、B サブユニットが交互に並び 6 量体のリングの A3B3複合体を形
成していた。また、ヌクレオチドが結合しておらず、3 回対称構造をとっていた。この
A3B3複合体に中心軸 DF 複合体が結合した V1-ATPase の X 線結晶構造解析も行われて
いる (Numoto N, et al., 2009, Nagamatsu Y, et al., 2013) が、この構造は最大分解能が 3.9 
Å という低分解能構造であるため、側鎖部分の情報やヌクレオチドとの結合方法などの
詳細な情報は不明である。また 1 分子回転実験では F1-ATPase とは異なる回転のメカニ
ズムであることが示唆されている (Watanabe R, et al., 2010, Imamura H, et al., 2005) 。 
	 しかし好熱菌由来 V-ATPase は ATP 合成酵素として機能しているため、ATP 加水分
解として機能している真核細胞 V-ATPase とは異なる性質である可能性がある。そこで、
我々は真核細胞 V1-ATPase と高い相同性を持ち、大量精製系が確立されている腸球菌  
(Enterococcus hirae) 由来 V1-ATPase を用いて研究を行っている。 
 
腸球菌由来 V-ATPase 
	 腸球菌由来 V-ATPase は 700 kDa 以上の生体超分子複合体であり、V1 (A、B、D、F
サブユニット)、VO (a、c サブユニット)、そして V1 と VO を繋ぐサブユニット (E、G、
d サブユニット) の 9 種類のサブユニットから構成され (Fig.1-1a)、Na+を膜外に輸送し
ている。 本酵素は ATP 加水分解に特化しており、ATP 合成は行わない。 
	 この VO部位の c サブユニットで構成された Na+輸送を行う回転リングは X 線結晶構
造解析やその他の生化学的解析により、Na+輸送メカニズムモデルが提案されている 
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(Murata T, et al., 2005, Mizutani K, et al, 2011)。また、外周固定子の E-G-aNterm複合体の構
造が X 線小角散乱 (SAXS) により L 字型のような構造をとっていることが明らかにな
っている (Yamamoto M, et al., 2008)。 
 
腸球菌由来 V1-ATPaseの性質  
	 腸球菌由来 V1-ATPaseは A : B : D : F = 3 : 3 : 1 : 1 というストイキオメトリーで構成さ
れている。本酵素は F1-ATPase や好熱菌由来 V1-ATPase とは異なり ADP での阻害活性
が起こらないという性質を持つ。A サブユニットの ADP、ATP に対する基質親和性は
それぞれ 6.6 µM、3.1µM であり (Arai S, et al., 2009)、好熱菌由来の A サブユニットに対
する ATP の親和性が 0.28 mM である (Imamura H, et al., 2006) ことと比較すると遥かに
高い親和性であり、これが V-ATPase の機能の違いを反映しているのではないかと考え
られる。六量体である A3B3複合体は ATP や ADP を加えると A、B サブユニット単量
体に分解され、ATP の非分解性アナログである AMP-PNP を加えると二量体の A1B1複
合体に分解する。しかし、A サブユニット、B サブユニットの混合物からの A1B1 複合
体、A3B3 複合体の再構成には基質の存在に厳密に依存している。また、中心軸が含ま
れた V1-ATPase の状態では複合体は崩壊せず、さらに V1-ATPase の複合体形成メカニズ
ムの中間体として A1B1DF の存在も確認されている。 
	 近年 1 分子回転実験により腸球菌由来 V1-ATPase の回転メカニズムは好熱菌由来
V-ATPase と似ていることが明らかになった (Ueno H, et al., 2014)。また好熱菌由来
V1-ATPase の A サブユニットと腸球菌由来 V1-ATPase の A サブユニットのキメラ化実
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験により性質を決めるドメイン部分が報告されている (Kishikawa J, et al., 2014)。 
 
A3B3複合体・DF複合体の X線結晶構造解析  
	 X 線結晶構造解析では我々の研究室でヌクレオチド非結合型 A3B3複合体 (2.8 Å) (Fig. 
1-2a ) 、AMP-PNP 結合型 A3B3複合体 (3.4 Å) (Fig. 1-2e) を明らかにした (Arai S, et al., 
2013)。以下ヌクレオチド非結合型 A3B3 複合体の結晶構造を eA3B3、AMP-PNP 結合型
A3B3複合体の結晶構造を bA3B3と呼ぶ。 
	 A、B サブユニットは N 末端の β-barrel ドメイン、中央の α/β ドメイン、C 末端の helix
ドメインで構成され、この A、B サブユニットが交互に並び 6 量体のリングの A3B3複
合体を形成していた。また A サブユニットには 232-239 残基にヌクレオチド結合タンパ
ク質に共通して保存されている P-loopが存在し、BサブユニットにはArg finger (Arg350) 
が保存されている。eA3B3の 3 つの A、B サブユニットは三次構造がわずかに異なって
おり、A3B3 の中央にシフトして閉じたように変化しているものを順に AC、AO’、AO、
BC、BO’、BOと名付けている (Fig. 1-2b, c)。A サブユニットは相同性を持つ F1-ATPase
の β サブユニットと異なりサブユニット全体でシフトしていたが、261-275 残基の
α-helix はほとんど動かない。以下この helix を’arm’と呼ぶ。この A、B サブユニットが
ヌクレオチド結合部位を挟んで AOBC、AO’BO、ACBO’と並び、非対称構造を形成してい
た (Fig. 1-2d)。好熱菌由来のヌクレオチド非結合型 V-ATPase の A3B3複合体の結晶構造
は対称性であったため （Maher MJ, et al., 2009）、この構造の違いは 2 つの酵素の性質
の違いに由来するものかもしれない。bA3B3は AOBC、AC BO’、AC BO’で構成されており
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(Fig. 1-2e, f, g)、2 つの AC BO’ペアに AMP-PNP が結合してためヌクレオチドの結合親和
性があるということが判明した。そのため AC BO’ペアは’bound form’と名付けた。一方
AOBCペアは 5 mM AMP-PNPの濃度でも結合しなかったことより結合親和性が低いと考
え’empty form’と名付けた。このことから eA3B3には empty form、bound form が存在し、
ヌクレオチド結合親和性を持つことが明らかになった。また 2 つの A3B3を empty form
で重ね合わせると eA3B3の AO’BOペアは bA3B3では bound form へと変化することが明ら
かになった。それ故 AO’BOペアはヌクレオチド結合親和性があると考え、’bindable form’
と名付けた。この 2 つの構造より A3B3複合体の元から存在した bound form で ATP 加水
分解が起こると A3B3複合体は eA3B3が時計回りに 120°回転した構造に戻るように変化
すると示唆され、V1-ATPase が一方向に回転する仕組みを A3B3 複合体の非対称構造か
ら理解できた。 
	 また、中心軸DF複合体の結晶構造も分解能 2.0 Åで明らかにした (Saijo S, et al., 2011)。
軸となる D サブユニットには F-ATPase などの類似性をもつ酵素には見られなかった
β-hairpin が存在しており、このモチーフを切断した変異体 V1-ATPase の活性測定を行う
と ATPase 活性の低下が見られた。それ故このモチーフは A3B3複合体と相互作用してい
ると考えられた。 
 
ヌクレオチド非結合型 V1-ATPaseの X線結晶構造解析  
	 A3B3複合体の中心に DF複合体が入った V1-ATPaseのヌクレオチドが結合していない
構造を 2.2 Å で明らかにした (Fig. 1-2i) (Arai S, et al., 2013)。以下 eV1と呼ぶ。eV1には
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A3B3複合体と同様に empty form (AOBC) と bound form (ACBO’)が存在したが、eA3B3と比
較すると eV1の bound form は eA3B3の bindable form の位置に存在し、残りの eV1の AB
ペアは ACや BCよりも A3B3リングの中心に近づくようにより閉じた構造に変化してい
た (Fig. 1-2j, k, l)。これは得られている A3B3複合体に見られない AB ペアであった。こ
のさらに閉じた A、B サブユニット、および AB ペアを’ACR’、’BCR’、そして’tight form’
と名付け、DF 複合体との相互作用によってこの tight form が生じたと示唆された。 
	 この構造情報から D サブユニットと A、B サブユニットの C 末端 helix が相互作用し
ている残基に変異導入を行い、変異体 V1-ATPase の ATPase 活性と A3B3複合体と DF 複
合体との結合親和性を調べた (Alam MJ, et al. 2013)。その結果、いくつかの変異体は野
生体の V1-ATPase より ATPase 活性の初速度が高くなり、複合体間の結合親和性は低く
なった。また、変異体が初速度で高活性を示すほど時間依存的に活性が減少していった。
これらのことから DF 複合体と A3B3複合体は強く結合することで、ATPase 活性は低く
なるが複合体自体を安定化させていると示唆された。 
	 しかし、得られている V1-ATPase の構造にはヌクレオチドが結合していないため、ヌ
クレオチドと側鎖の相互作用や ATP 加水分解の原動力などがわからず、本酵素の回転
メカニズムを予想することが難しい。そこで様々なヌクレオチドが結合した V1-ATPase
の X 線結晶構造解析を行い、構造上から回転メカニズムを議論することとした。この
論文ではその結果を述べる。 
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Fig. 1-1	 腸球菌由来 V1-ATPase のモデル図  
a, 腸球菌由来 V1-ATPase の構造。b, ヒト由来 V1-ATPase の構造 
 
 
 
 
 
 
          Na
+
 
a                        b 
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Fig. 1-2 腸球菌由来 V1-ATPase と A3B3 複合体の結晶構造  
a, ヌクレオチド非結合型 A3B3複合体 (eA3B3) の側面図。b, c, eA3B3の 3 つの A サブユ
ニット (b) と B サブユニット (c) を N 末端のβ-barrel (白の部分) で重ね合わせた図。
d, eA3B3の C末端ドメイン (aで表面を透過している部分) を N末端側から見た図。AO、
AO’は青紫、ACは青、BO、BO’はピンク、BCは赤紫。e-h, ANP-PNP 結合型 A3B3複合体構
造 (bA3B3)、i-l, ヌクレオチド非結合型 V1-ATPase 構造 (eV1)。図や色は a-d と同じであ
る。ACRは群青色、BCは濃い赤紫。 
a              b                  c                d 
 
 
 
 
 
 
 
e              f                  g                h 
 
 
 
 
 
 
 
 
i              j                  k                 l 
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2 章	 AMP-PNP 結合型 V1-ATPase の X 線結
晶構造解析 
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要旨  
	 ATP が V1-ATPase に結合した構造を明らかにするために、非分解性の ATP アナログ
である AMP-PNP の溶液にヌクレオチド非結合型 V1-ATPase の結晶を浸して AMP-PNP
を結合させて X 線結晶構造解析を行った。得られた構造には AMP-PNP が bound form
と tight form のヌクレオチド結合部位に結合しており、ヌクレオチド非結合型 V1-ATPase
と全体構造が似ていた。AMP-PNP 結合型 V1-ATPase の tight form とヌクレオチド非結
合型 V1-ATPase の tight form のヌクレオチド結合部位を比較すると、A サブユニットの
Lys238、Thr 239、Arg 262、そして Arg finger である B サブユニットの Arg350 の側鎖が
AMP-PNP の γ リン酸と水素結合を作るように位置が変化していた。また、この結晶構
造と生化学的実験により Arg finger が ATP 加水分解に重要であり、ATP 加水分解を引
き起こしていると結論づけた。これらのことから得られた V1-ATPase 構造は ATP 加水
分解待ちの構造であると示唆された。 
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2 章 1 節	 方法 
 
A3B3複合体のコンストラクト作製・発現  
タンパク質は大腸菌無細胞合成系として確立された方法 (Kigawa et al,. 2004) に従って
発現させた。まず A サブユニット、B サブユニットの遺伝子のそれぞれの N 末端に His
タグと TEV 切断部位を発現させる遺伝子を組み込みそれぞれのプラスミドを用意した。
キットで 25 ℃で 27 ml、4 h 培養し A3B3複合体を発現させた。その後、16000 g、4 ℃で
遠心分離を 20 min 行って上澄を回収し、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 M NaCl、20 mM 
imidazole のバッファーで希釈した。 
 
DF複合体のコンストラクト作製・発現  
DF 複合体のコンストラクト作製・発現は A3B3複合体と同様に大腸菌無細胞合成システ
ムを用いた。 
His タグ、TEV 切断部位を D サブユニットには N 末端、F サブユニットには C 末端に
導入した。 
 
A3B3 複合体と DF 複合体の精製  
発現させた A3B3複合体を含む溶液は HisTrap カラム (GE Healthcare) にアプライし、His
タグのついた A3B3 サブユニットを吸着させて 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、500 mM NaCl、
500 mM imidazole のバッファーで溶出させた。複合体を含んだ溶液は HiPrep 26/10 カラ
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ム (GE Healthcare) で 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、500 mM NaCl、20 mM imidazole のバッ
ファーに交換した。回収した溶液へ 4 mg/ml になるように TEV プロテアーゼを加えて
4 ℃で一晩酵素消化し、Hisタグを切断した。これをHisTrapカラムで 20 mM Tris-HCl (pH 
8.5)、20 mM NaCl、2 mM DTT のバッファーを 2 度流して His タグを溶液から取り除い
た。次にタンパク質溶液を HiTrap Q 5 ml カラム (GE Healthcare) にアプライし、20 mM 
Tris-HCl (pH 8.5)、1 M NaCl、2 mM DTT で溶出させてイオン交換クロマトグラフィーを
行った。その後、限外ろ過 (Amocon Ultra-15、3000MWCO、Millipore) で 2 ml まで濃縮
し、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、2 mM DTT のバッファーを用いて HiLoad 
16/60 Superdex75 (GE Healthcare) でゲルろ過クロマトグラフィーを行い精製した。精製
した溶液は再度限外ろ過 (Amicon Ultra-15、3000 MWCO、Millipore) で 500 µl まで濃縮
した。DF 複合体も同様の方法で精製を行った。 
 
V1-ATPase 再構成・精製  
V1-ATPase の再構成と精製は参考文献 (Arai, et al,, 2009) に従った。 
精製した A3B3複合体と DF 複合体を 2:1 の質量比で混合し、MES (pH 6.0) を終濃度 100 
mM になるように加えた後、4 ℃で 1 hr インキュベートした。その後、AMP-PNP、MgSO4
をそれぞれ終濃度 5 mM になるように加えて 4 ℃で 1 hr インキュベートし、V1複合体
の再構成を行った。溶液は HiLoad 16/60 Superdex 200 カラム (GE Healthcare) を用いて
20 mM MES (pH 6.5)、10% glycerol、100 mM NaCl、2 mM DTT、5 mM MgSO4のバッフ
ァーでゲルろ過クロマトグラフィーを行った。回収した V1複合体を含む溶液に再度
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AMP-PNP を終濃度 200 µM になるように加えた。この溶液を限外ろ過 (Amicon Ultra-15、
10,000 MWCO、Millipore) により V1複合体を濃縮し、UltraFree-MC (0.22 mm、Millipore) 
による精密ろ過を行った。 
 
V1-ATPaseの結晶化スクリーニング  
精製した V1-ATPase は 20 mM MES (pH 6.5)、10% glycerol、100 mM NaCl、2 mM DTT、
5 mM MgSO4のバッファーで 10 mg/ml に希釈した。このタンパク質溶液を 100 mM Bis 
Tris propane (pH 6.5)、19.2% PEG3350、200 mM NaF の結晶化溶液と 0.5 µl ずつ混ぜてシ
ッティングドロップ蒸気拡散法で結晶化を行い、23 ℃でインキュベートした。 
 
結晶への AMP-PNPのソーキング  
結晶に氷が付着しないようにするためのクライオプロテクタント処理とAMP-PNP溶液
への漬け込み (ソーキング) を行った。200 µM AMP-PNP のソーキング溶液は 100 mM 
Bis Tris propane (pH 6.5)、21% PEG3350、280 mM NaCl、3 mM MgSO4、200 µM AMP-PNP、
20% Glycerol の条件で作製し、結晶を溶液に漬け込み 5 hr、23℃でインキュベートして、
液体窒素に漬けて凍結させて回収した。 同様に 2 mM AMP-PNP のソーキング溶液は
100 mM Bis Tris propane (pH 6.5)、21% PEG3350、280 mM NaCl、3 mM MgCl2、2 mM ADP、
20% Glycerol の条件で作製し、結晶を溶液に漬け込み 5 hr、23℃でインキュベートして、
液体窒素に漬けて凍結させて回収した。 
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X線回折実験  
結晶は Photon Factory (茨城県) の放射光施設の BL-1A のビームラインで 200 µM 
AMP-PNP をソーキングした結晶は波長 1.0 Å、振動角 0.5°、露光時間 0.7 sec という条
件で、2 mM AMP-PNP をソーキングした結晶は波長 1.1 Å、振動角 0.5°、露光時間 0.2 sec
という条件で、360 枚分の X 線回折実験を行った。構造情報は Table. 2-1 にまとめる。 
 
構造解析  
200 µM AMP-PNP 条件下で得られた結晶の回折強度データは HKL2000 を用いて、2 mM 
AMP-PNP 条件下で得られた結晶の回折強度データは XDS を用いてスケーリングした。
200 µM AMP-PNP条件下でのV1-ATPase構造はヌクレオチド非結合型V1-ATPaseの構造
を用いて CCP4 Molrep による分子置換を行い、COOT、Phenix Refine、Refmac5 で精密
化を行った。一方 2 mM AMP-PNP 条件下の V1-ATPase 構造は 200 µM AMP-PNP 条件下
の V1-ATPase の構造情報を用いて Phenix Phaser による分子置換を行い、COOT、Phenix 
Refine、Refmac5 で精密化した。 
構造図は Pymol を用いて作製した。 
 
変異体 V1-ATPaseの発現、精製  
B サブユニットの Arg finger の変異体 (Arg350Ala/Glu/Lys) は QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)を用いて変異導入を行った。Arg350Ala の変異導入
した B サブユニットは A サブユニットとの複合体として精製できなかった。他の変異
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体は上記の精製法に従った。 
 
変異体 V1-ATPaseの ATPase活性測定  
ATP 再生系 ATPase 活性測定は ATP 再生系を用いた参考文献 (Kakinuma Y, Igarashi K, 
1994) に従った。サンプルは精製した A3B3複合体と DF 複合体を質量比 2:1 になるよう
に混ぜた。25 mM MES (pH 6.5), 5mM MgSO4, 10% glycerol, 50 µg/ml PK, 50 µg/ml LDH, 
2.5 mM PEP, 40 mM ATP バッファーを作製してゼロ点合わせを行い、波長 340 nm で 5
秒ごとに吸光度を測定した。1 min 経過した後に終濃度 200 µM になるように NADH を
加え、さらに 1 min 経過した後にサンプルを A3B3複合体が終濃度 20 µg/ml になるよう
に加え、吸光度測定を続けた。 
すべてのデータは独立した 3 回の実験の平均標準偏差 (SEM) で表している。 
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2 章 2 節	 結果と考察  
 
AMP-PNP存在下での V1-ATPaseの X線結晶構造解析  
	 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の X 線結晶構造解析を行い、2.7 Å で構造決定
した (Fig. 2-1, Table. 2-1)。AMP-PNP は ATP の非分解性のアナログであり、AMP-PNP
が結合した構造は ATP が結合した構造に擬態すると考えられている。この構造は全体
構造が eV1に似ていた (平均二乗偏差	 (r.m.s.d.) = 0.420)。一方 2 mM AMP-PNP 存在下
の V1-ATPase も X 線結晶構造解析により 2.7 Å で構造決定した (Fig. 2-2, Table. 2-1)。こ
の構造を 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase と構造を比較すると、全体構造が似て
いることが明らかとなった (r.m.s.d. = 0.276)。これらのことから AMP-PNP、そして ATP
は V1-ATPase に結合しても全体構造を変化させる要因にならないことが示唆された。2
つの V1-ATPase 構造の bound form と tight form のヌクレオチド結合部位に強い
AMP-PNP:Mg の電子密度のピークが見られたが、empty form のヌクレオチド結合部位
には見られなかった (Fig. 2-3, 2-4)。bA3B3の empty form のヌクレオチド結合部位にも
AMP-PNP:Mg が結合しなかった (Arai S, et al., 2013) ことを考慮すると、empty form の
ヌクレオチド結合親和性は bound form、tight form よりも低いことが結論づけられた。 
 
AMP-PNP結合型 V1-ATPaseのヌクレオチド結合部位  
	 2 mM AMP-PNP、200 µM AMP-PNP のヌクレオチド結合部位の側鎖は互いによく似た
構造であった (Fig. 2-5)。そのため、AMP-PNP 結合型 V1-ATPase は 200 µM AMP-PNP
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存在下での V1-ATPase (以下 bV1) の構造を用いて比較を行う。eV1の bound form、tight 
form とそれぞれ比較すると、A サブユニットの Lys238、Thr 239、Arg 262、そして B サ
ブユニットの Arg finger (Arg350) は bA3B3の bound form と同様に AMP-PNP の γリン酸
や Mg2+と水素結合を作り、相互作用するように側鎖の位置が変化していた (Fig. 2-6) 。
ここで bV1の tight formと bound formを重ね合わせてヌクレオチド結合部位を比較した。
その結果、tight form の Arg finger が bound form のものよりも 1.6 Å ほど AMP-PNP の γ
リン酸に近づいてリン酸基の構造を変化させ、さらに A サブユニットの Glu261 が γ リ
ン酸に 0.7 Å 近づいていることが明らかとなった (Fig. 2-7)。この Glu261 は yeast の
V1-ATPase で一般塩基触媒 (general base) に当たると報告されており（Liu Q, et al., 
1997）、F1-ATPase で一般塩基触媒に当たる残基は水分子を介して ATP の γ リン酸の酸
素と相互作用し、ATP の β リン酸と γ リン酸の結合を直接切ると考えられている 
(Abrahams JP, et al., 1994, Bowler MW, et al., 2007, Kabaleeswaran V, et al., 2006, Dittrich M, 
et al., 2003)。これらのことから DF 複合体と A、B サブユニットの C 末端ドメインの広
範囲に渡るタンパク質-タンパク質相互作用によって tight form の Arg finger が結合した
ATP に近づくように動き、ATP 加水分解のトリガーになっているのではないかと示唆
された。また、ATP の非分解性アナログである AMP-PNP はタンパク質に結合すると
ATP が結合した構造に擬態すると考えられている。そのため、bV1は ATP 加水分解待
ちの構造であると考えられる。 
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Arg fingerへの変異導入による V1-ATPaseの ATPase活性測定  
	 B サブユニットの Arg finger が ATP 加水分解のトリガーであることを確認するため、
Arg finger への部位特異的変異導入を行って 3 種類の変異体 (Arg350Ala/Glu/Lys)を作製
した。精製できた 2 種類の変異体 A3B3複合体 (Arg350Glu/Lys) に過剰量の DF 複合体
を加えて V1-ATPase の再構成を行い、このサンプルで測定中に ATP 濃度が変動しない
ATP 再生系を利用した ATPase 活性測定を行った (Table. 2-2)。野生型 V1-ATPase の
ATPase 活性を 100%とすると、Arg とは異なり positive charge ではなく negative charge
をもつ Glu を変異導入した A3B(Arg350Glu)3DF は~0%、positive charge をもつが Arg と
側鎖の長さが異なる A3B(Arg350Lys)3DF は~1.7%となり、双方の変異体の ATPase 活性
は著しく低下していた。 
このことから Arg finger の positive charge が ATPase 活性に不可欠であり、そして側鎖の
適切な長さが活性に重要であることが明らかになり、ATP へ近づいた tight form の Arg 
finger が ATP 加水分解を引き起こしていると結論づけられた。それ故 bV1は V1-ATPase
の回転メカニズムで ATP 加水分解待ちの構造にあたると示唆された 
 
2 章 3 節	 結論  
	 新たに得られた AMP-PNP 結合型 V1-ATPase の構造により、この構造が ATP 加水分
解待ちの構造であること、そして Arg finger が ATP 加水分解を引き起こすトリガーでは
ないかと示唆された。 
	 しかしこれらの構造はV1-ATPaseの加水分解メカニズムのいわば 1スナップだけであ
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り、詳細な加水分解メカニズムを議論するためには反応中間体、または遷移状態の
V1-ATPaseを明らかにしなければならない。第三章では ATP の加水分解物である ADP、
Pi が結合した V1-ATPase の X 線結晶構造解析の結果を述べる。 
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Table. 2-1 AMP-PNP 結合型 V1-ATPase の回折データと統計値  
 
 
 
 
 
 
 
 
  200µM AMPPNP 2mM AMPPNP 
space group P212121 P212121 
cell dimensions     
a, b, c (Å) 126.15, 127.42, 225.25 128.34, 128.40, 226.94 
α,β, γ (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 
Wavelength 1.0000  1.1000  
resolution 50-2.69 (2.79-2.69) 50-2.73 (2.89-2.73) 
Rmerge 0.154 (0.767) 0.17 (0.916) 
I/sigma 11.4 (3.5) 10.14 (1.87) 
completeness 99.6 (98.5) 98.9 (94.4) 
redundancy 7.3 (7.3) 6.5 (6.3) 
No. reflection 35427 (1815) 99064 (15068) 
Rwork(%)/Rfree(%) 18.2/24.6 19.81/23.42 
R.m.s deviations     
Bond lengths (Å) 0.011 0.005 
Bond angles 1.273 0.825 
Ramachandran plot statistics (%)     
Favored regions 97.7 98.6 
Allowed regions 2.2 1.4 
Outliers 0.1 0.0 
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 ATP activity (mmol Pi/ min per mg protein) Ratio (%) 
A3B3DF (wild) 8.36 ± 0.12 100 
A3B(Arg350Glu)3DF ND ~0 
A3B(Arg350Lys)3DF 0.44 ± 0.06 ~1.7 
Table. 2-2 変異体 V1-ATPase の ATPase 活性  
ND:ATPase 活性測定で活性が見られなかったため値を算出できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-1 200 µM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase の結晶構造  
a, 200 µM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase (bV1) の側面図。b, bV1 の C
末端ドメイン (a で表面を透過してい
る部分) を N 末端側から見た図であ
り、eV1 (gray) と重ね合わせている。
AOは青紫、ACは青、ACR は濃紺、BO’
はピンク、BC は赤紫、BCR は濃い赤紫。
c−h, bV1の empty formのBC (c)、AO (d)、
bound form の BO’ (e)、AC (f)、tight form
の BCR (g)、ACR (h) を DF と共に表示
した側面図。bV1 (灰色) のサブユニッ
トと β-barrel (白) で重ね合わせてい
る。また、arm を白、P-loop を黄色で
表示している。 
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Fig. 2-2 2 mM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase の結晶構造  
a, 2 mM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase の側面図。b, 2 mM 
AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の C 末
端ドメイン (a で表面を透過している
部分) を N 末端側から見た図であり、
bV1 (gray) と重ね合わせている。AO
は青紫、AC は青、ACR は濃紺、BO’は
ピンク、BC は赤紫、BCR は濃い赤紫。
c−h, 2 mM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase の empty form の BC (c)、AO 
(d)、bound form の BO’ (e)、AC (f)、tight 
form の BCR (g)、ACR (h) を DF と共に
表示した側面図。bV1 (灰色) のサブユ
ニットと β-barrel (白) で重ね合わせ
ている。また、arm を白、P-loop を黄
色で表示している。 
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Fig. 2-3 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase のヌクレオチド結合部位の電子密度
図  
a, b, bV1のヌクレオチド結合部位の平面を N 末端側から見た図。赤い点線の円で囲んだ
場所に AMP-PNP:Mg が結合している。c-h, AO (c, d)、AC (e, f)、ACR (g, h) のヌクレオチ
ド結合部位。白が arm、黄色が P-loop。左図 (a, c, e, g) は 2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 
σ で表示している。右図 (b, d, f, h) は|Fo|-|Fc|マップ (緑)、-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ
で表示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 33 
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Fig. 2-4 2 mM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase のヌクレオチド結合部位の電子密度
図  
a, b, 2 mM AMP-PNP 存在下 V1-ATPase のヌクレオチド結合部位の平面を N 末端側から
見た図。赤い点線の円で囲んだ場所に AMP-PNP:Mg が結合している。c-h, AO (c, d)、AC 
(e, f)、ACR (g, h) のヌクレオチド結合部位。白が arm、黄色が P-loop。左図 (a, c, e, g) は
2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 σで表示している。右図 (b, d, f, h) は|Fo|-|Fc|マップ (緑)、
-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ で表示している。 
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a                                        b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c                                        d 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2-5	 AMP-PNP 結合型 V1-ATPase のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間距離 (Å) は青の点線で表す。b, d の 2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基
で重ね合わせた。a, 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の bound form。b, 2 mM 
AMP-PNP 存在下の V1-ATPase と 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の bound form を
比較した図。色付きが 2 mM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase、灰色が 200 µM AMP-PNP
存在下の V1-ATPase の bound form である。c, 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の
tight form。d, 2 mM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase と 200 µM AMP-PNP 存在下の
V1-ATPase の tight form を比較した図。色付きが 2 mM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase、
灰色が 200 µM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase の tight form である 
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a                                       b 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2-6	 bV1 と eV1 のヌクレオチド結合部位の比較  
2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基で重ね合わせた。色付きが bV1、灰色が eV1
である。a, bV1の bound form と eV1の bound form を比較した図。b, bV1の tight form と
eV1の tight form を比較した図。 
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Fig.2-7	 bV1 の tight form と bound form のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間距離 (Å) は青の点線で表す。a, bV1の bound form。b, bV1の tight form と bV1の
bound form を比較した図。2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基で重ね合わせた。
色付きが bV1の tight form、灰色が bV1の bound form である。2 つの構造の原子間距離(Å) 
は赤の点線で表す。 
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3 章	 ADP 結合型 V1-ATPase と Pi 結合型
V1-ATPase の X 線結晶構造解析 
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要旨 
	 V1-ATPase の反応中間体構造を得るために、ATP 加水分解で生じる ADP や Pi が結合
した V1-ATPase の結晶構造を明らかにした。 
	 ヌクレオチド非結合型 V1-ATPase の結晶を ADP または Pi の溶液に漬け込み、X 線結
晶構造解析を行ったところ、低濃度の ADP 条件下の V1-ATPase の結晶構造にはヌクレ
オチド結合部位に 2 分子の ADP が結合していたが、全体構造は AMP-PNP 結合型
V1-ATPase と異なっていた。この構造を AMP-PNP 結合型 V1-ATPase と bound form 同士
で重ね合わせると、tight form の位置にあたる AB ペアの C 末端ヘリックスは A3B3複合
体のリングの中心から離れるように動き、empty form の位置にあたる AB ペアはヌクレ
オチド結合親和性がある bindable-like form に変化していた。また、高濃度の ADP 条件
下の V1-ATPase の結晶構造には 3 分子の ADP が結合しており、ヌクレオチドが新たに
結合した AB ペアは bindable-like form よりもヌクレオチド結合部位が閉じた構造 
(half-closed form) に変化していた。一方 Pi 結合型 V1-ATPase の全体構造は AMP-PNP 結
合型 V1-ATPase に似ていおり、tight form のヌクレオチド結合部位にのみ Pi が 1 分子結
合していた。 
	 これらのことから tight form で ATP 加水分解が起こり ADP と Pi が生じた後、Pi が先
に抜けてADPのみが残留することでV1-ATPaseの回転メカニズムが進むと示唆された。
また、2 分子の ADP が結合した V1-ATPase 構造は ATP 結合待ちの反応中間体構造、そ
して 3 分子の ADP が結合した V1-ATPase 構造は ADP 解離待ちの反応中間体構造である
と考えられる。 
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3 章 1 節	 方法 
 
V1-ATPaseの発現、精製  
V1-ATPase の発現、精製は第二章の方法に従った。 
 
ヌクレオチド非結合型 V1-ATPaseの結晶化  
精製した V1-ATPase は 20 mM MES (pH 6.5)、10% Glycerol、100 mM NaCl、2 mM DTT、
5 mM MgSO4のバッファーで 8 mg/ml に希釈した。このタンパク質溶液を 100 mM Bis 
Tris propane (pH 7.5)、20.8% PEG3350、200 mM NaF または 100 mM Bis Tris propane (pH 
6.5)、20.8% PEG3350、200 mM NaF、234 mM HEPES (pH 7.5) を用いてシッティングド
ロップ蒸気拡散法で結晶化を行った。 
 
結晶への ADPまたは Piのソーキング  
クライオプロテクタント処理を兼ねた結晶への ADP または Pi のソーキングは第 2 章の
方法に従った。20 µM ADP のソーキング溶液は 100 mM Bis Tris propane (pH 6.5)、21% 
PEG3350、280 mM NaCl、3 mM MgSO4、20 µM ADP、20% Glycerol の条件で作製し、結
晶を溶液に漬け込み 5 hr、23℃でインキュベートして、液体窒素に漬けて凍結させて回
収した。 同様に 2 mM ADP のソーキング溶液は 100 mM Bis Tris propane (pH 6.5)、21% 
PEG3350、280 mM NaCl、2 mM MgSO4、2 mM ADP、20% Glycerol の条件で、2 mM Pi
のソーキング溶液は 100 mM Bis Tris propane (pH 6.5)、21% PEG3350、280 mM NaCl、3 
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mM MgCl2、2 mM リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0)、20% Glycerol の条件で、200 µM 
Pi のソーキング溶液は 100 mM Bis Tris propane (pH 6.5)、21% PEG3350、280 mM NaCl、
3 mM MgCl2、200 µM リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0)、20% Glycerol の条件で作
製し、各々の溶液に結晶を漬け込み 5 hr、23℃でインキュベートして、液体窒素に漬け
て凍結させて回収した。 
 
X 線回折実験  
結晶は Photon Factory の放射光施設の BL-1A のビームラインで 20 µM ADP、200 µM Pi
をソーキングした結晶は波長 1.1 Å、振動角 0.5°、露光時間 0.5 sec という条件で、2 mM 
ADP をソーキングした結晶は波長 1.1 Å、振動角 0.5°、露光時間 0.2 sec という条件で、
2 mM Pi をソーキングした結晶は波長 1.1 Å、振動角 0.5°、露光時間 1.0 sec という条件
で、各々360 枚分の X 線回折実験を行った。構造情報は Table. 3-1, 3-2 にまとめる。 
 
構造解析  
回折強度データは XDS を用いてスケーリングした。得られた構造はすべてヌクレオチ
ド非結合型 V1-ATPase の構造を用いて Phenix Phaser による分子置換を行い、COOT、
Phenix Refine、Refmac5 で精密化した。 
構造図は Pymol を用いて作製した。 
buried surface area (BSA) は PDBePISA  (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) で計算した。 
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3 章 2 節	 2 分子の ADP が結合した V1-ATPase の X 線結晶構造解析
の結果と考察 
 
低濃度の ADP存在下での V1-ATPase 
	 20 µMという低濃度のADP存在下の結晶構造は分解能 3.2 Åで構造決定した (Fig. 3-1, 
Table. 3-1)。この構造には 2 カ所のヌクレオチド結合部位に ADP:Mg と見られる電子密
度のピークが見られ (Fig. 3-2)、3 組の AB ペアの中で最もヌクレオチド結合部位が開い
た構造をとっていたものには ADP:Mg は結合していなかった。以下この構造を 2dV1と
名付ける。 
	 2dV1 をヌクレオチドが結合していない V1-ATPase (eV1) の全体構造を比較すると全
体構造が異なることが明らかになった (r.m.s.d. = 1.020)。2dV1には eV1や bV1と同じく
bound form (ACBO’) (r.m.s.d. = 0.482) が存在したが、bound form の位置に重ね合わせて全
体構造を比較すると、eV1の tight form の位置にあたる AB ペアと empty form の位置に
あたる AB ペアは 2dV1では異なっていることが明らかになった (Fig. 3-1b)。2dV1と eV1
の A、B サブユニットを各々の β-barrel 部分で重ね合わせて比較すると、tight form に位
置する A サブユニットの C 末端ドメインは A3B3 複合体の中心から遠ざかり、ACRBCR
から ACBCR (r.m.s.d. = 0.690) に変化していた (Fig. 3-1g, h)。一方 empty form の位置の A
サブユニットは C 末端ドメインが A3B3複合体の中心へ近づいて B サブユニットの C 末
端ドメインは A3B3複合体の中心から遠ざかり、AOBCから AO’BO (r.m.s.d. = 1.328) に変
化していた(Fig. 3-1c, d)。 
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AMP-PNPが結合した tight formとのヌクレオチド結合部位との比較  
	 この変化をもたらした原因を明らかにするために tight form に位置する 2dV1 と bV1
の AB ペアに結合したヌクレオチドの塩基で重ね合わせてヌクレオチド結合部位を比
較した (Fig. 3-3)。ADP の形状は AMP-PNP と比較すると αリン酸付近の構造が変形し、
その影響で bV1のAMP-PNPのγリン酸基と相互作用していたAサブユニットのArg262
や Lys238、そして Arg finger である B サブユニットの Arg350 も位置が変化していた。
これらの側鎖の変化は AMP-PNP の γリン酸が欠損したことでその部分と相互作用して
いた側鎖が β リン酸の相互作用へと変化し、tight form の全体構造にも変化が生まれた
と考えられる。それ故この AB ペアを’ADP form’と名付ける。 
 
中心軸 DF複合体と A3B3複合体のタンパク質 -タンパク質相互作用  
	 2dV1は A3B3複合体の構造だけでなく中心軸 DF 複合体の構造も変化している。全体
構造が似ている eV1と bV1の DF 複合体は r.m.s.d. = 0.467 であるが、2dV1と bV1の DF
複合体は r.m.s.d. = 1.365 であり、DF 複合体の構造が異なることは数字からも明らかで
ある。ここで中心軸 DF 複合体の構造が変化した原因を考察する。2dV1の ADP form は
bV1の tight form と β-barrel で重ね合わせて比較すると ACRの C 末端ドメインが中心軸か
ら離れるように動き ACに変化ている。そのため中心軸 DF 複合体と ACの C 末端ドメイ
ンの接触面は減少すると考えられる。しかしADP form のACとDサブユニットのBuried 
Surface Area (BSA) が 10 Å2以上ある残基は tight form の ACと D サブユニットのものと
ほぼ共通していた (Fig. 3-４f, l)。つまりサブユニット間の接触面には変化がないことが
 44 
示唆された。そのため中心から離れるように動いた 2dV1 の AC の C 末端ドメインがタ
ンパク質-タンパク質相互作用している D サブユニットの一部を引き寄せ、DF 複合体の
全体構造が変化したと考えられる。 
	 この DF 複合体の構造変化は ADP form の向かい側に位置する A サブユニットに影響
を及ぼしている。この A サブユニット (AO’) を同位置に存在する bV1の empty form の
AOとβ-barrel で重ね合わせて比較すると A3B3複合体の中心へと近づくように動いてい
る。ここで 2dV1 の AO’と D サブユニット、そして bV1 の AO と D サブユニットの BSA が
10 Å2以上ある残基を比較すると、残基はほぼ共通しており接触面は同等であることが
明らかになった (Fig. 3-4b, h)。つまり AOから AO’に変化したのは、構造変化した中心軸
DF 複合体にタンパク質-タンパク質相互作用によって C 末端ヘリックスドメインが引
き寄せられたためだと考えられる。 
 
eV1の empty formのヌクレオチド結合部位との比較  
	 eV1の empty form と同位置に存在する 2dV1の AB ペアは AOBC から AO’BO へと変化し
ていた。この AB ペアは empty form よりもヌクレオチド結合部位が開いた構造となって
おり、eA3B3の bindable form (AO’BO) (r.m.s.d. = 0.939) に近い構造になっているのではな
いかと考えられる。そこで AO’BOを bV1の empty form、そして eA3B3の bindable form を
重ね合わせてヌクレオチド結合部位を比較した (Fig. 3-5)。empty form と bindable form
の大きな違いは Arg finger である B サブユニットの Arg350 と A サブユニットの Arg262
との距離であり、この距離が近いために empty form ではヌクレオチドが結合しないの
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ではないかと考えられている (Fig. 3-5a)。一方 2dV1の AO’BOの Arg finger は Arg262 か
ら遠ざかった位置に存在していた (Fig. 3-5b)。eA3B3の bindable form と比較すると距離
は bindable form のものより短いが、側鎖の位置は似ている (Fig. 3-5c) ため、この AO’BO
は ’bindable-like form’ と名付けた。 
	 2dV1の bindable-like form の AO’は中心軸の構造変化によって生じたと示唆された。一
方 BO’は D サブユニットとのコンタクトしている残基が bV1 の empty form の BC と D サ
ブユニットより少なくなっている (Fig. 3-4a, g)。そこで bV1と 2dV1の β-barrel 部分を重
ね合わせて C 末端ドメインのみを比較する (Fig. 3-1b) と、2dV1の ADP form の ACが中
心軸から離れていき、bindable-like form の BO、特に C 末端ドメインが ADP form の AC
に引き寄せられていることが明らかになった。この構造変化により BOの Arg finger が
AO’から離れ、bindable-like form に変化したのではないかと考えられる。 
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3 章 3 節	 3 分子の ADP が結合した V1-ATPase の X 線結晶構造解析
の結果と考察 
 
2 mM ADP存在下での V1-ATPase 
	 2 mM ADP をソーキングした V1-ATPase の結晶構造は 3.0 Å で構造決定した (Fig. 3-6, 
Table. 3-1)。この構造には 3 カ所すべてのヌクレオチド結合部位に ADP:Mg と見られる
電子密度のピークが見られた (Fig. 3-7)。以下この構造を ’3dV1’ と呼ぶ。3dV1 を eV1
の全体構造を比較すると全体構造が異なり (r.m.s.d. = 1.096)、2dV1の全体構造とも異な
っていた (r.m.s.d. = 0.898)。3dV1にも 2dV1と同様に bound form (ACBO’) が存在していた 
(Fig. 3-6e, f, g, h)。bound form 同士で重ね合わせると、ADP form の位置にある AB ペア
は ACBCRのままであったが、ヌクレオチド結合部位は tight form に似ていた (Fig. 3-8)。
そのためこの AB ペアは tight form に変化したと結論づけた。また bindable-like form の
位置にある AB ペアは B サブユニットが BOに、A サブユニットは AOよりも C 末端ド
メインが A3B3複合体の中心に近づき、AOと ACの中間地点にまで動いていた (Fig. 3-6c, 
d)。そのため ’AHC’ と名付けた。この AB ペアは今までの V1-ATPase にはなかった新規
構造であるため、この AB ペアを ’half-closed form’ と名付けた。この half-closed form
には ADP の β リン酸付近に四面体様の電子密度のピークが見られた (Fig. 3-7c)。これ
はソーキング溶液に含まれていた MgSO4由来の SO42-であり、ADP と SO42-で ATP に擬
態して結合していると考えられる。 
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3dV1の half-closed formのヌクレオチド結合部位  
	 half-closed form に結合している ADP は他の AB ペアと同様に A サブユニットの
Lys238 や B サブユニットの Arg350 と β リン酸が水素結合を形成していた (Fig. 3-9)。
一方ADPの βリン酸付近に存在するSO42-はAサブユニットのArg262、Lys238、Arg333、
Ser391、B サブユニットの Arg350 と水素結合を形成していた。bound form や tight form
に結合していた AMP-PNP の γ リン酸は Arg333 と Ser391 とは水素結合を形成していな
いが、これは A サブユニットの構造の違いにより AC、ACRの残基が AMP-PNP の γ リン
酸と離れているからだと考えられる。 
	 この half-closed form は低濃度の ADP 条件下の 2dV1の bindable-like form から高濃度
の ADP 条件下に濃度が上昇し、構造が変化したことを考慮すると、bindable-like form
の ADP 結合親和性は 20 µM 以上 2 mM 以下であり、ADP が結合したことで AB ペア、
特に A サブユニットの構造が変化したことが明らかになった。ここで half-closed form
と bindable-like form を重ね合わせ、ヌクレオチド結合部位を比較した (Fig. 3-8a, b)。す
ると P-loop が arm と Arg finger に近づくように構造が変化していた。この変化は P-loop
付近に ADP と SO42-が結合したことで生じた変化であると考えられる。 
	 ここでなぜ SO42-が結合したのかを考察する。bV1の bound form と比較すると、SO42-
は AMP-PNP の γ リン酸付近に存在していることが明らかになった (Fig. 3-9c, d)。しか
し、本来 V1-ATPase に結合するのは ADP ではなく ATP である。そのため、結合した
SO42-と ADP は ATP に擬態してヌクレオチド結合部位に結合したことで half-closed form
に変化させたと示唆された。 
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中心軸 DF複合体の変化  
	 3dV1の中心軸 DF 複合体も bV1 の中心軸 (r.m.s.d. = 1.107) や 2dV1の中心軸 (r.m.s.d. 
= 1.599) と構造が異なり、A、B サブユニットとのコンタクトも変化している (Fig. 3-10)。
bV1の bound form の AC、BO’の C 末端ドメインとコンタクトしていた F サブユニットは
3dV1では half-closed form の AHCや ADP form の BCRとコンタクトするように変化してお
り、さらに half-closed form の AHCと D サブユニットとのコンタクトする側鎖は bV1の
AOより増加した。これは 3 つ目の ADP が結合したことで half-closed form の AHCが中心
軸に近づいたことで接触面が増えたと示唆される。また、中心軸 DF 複合体の構造変化
はこの AHC の変化により中心軸が押され、構造が変化したのではないかと考えられる。 
 
2dV1と 3dV1の構造  
	 2dV1と 3dV1の構造が V1-ATPase の回転メカニズムに対してどのような意味をなす構
造なのか考察する。5 mM AMP-PNP 存在下の bA3B3 には 2 分子の AMP-PNP が結合し、
empty form には何も結合しなかったこと、同様に 2 mM AMP-PNP 存在下の V1-ATPase
にも empty form には何も結合しなかったことを考えると empty form のヌクレオチド結
合親和性は 5 mM 以上であると示唆されるが、2 mM ADP 存在下では 3 箇所すべてのヌ
クレオチド結合部位に ADP が結合していた。また、ヌクレオチドが結合していない
eA3B3の bindable formが bA3B3ではAMP-PNPが結合した bound formに変化した (Arai S, 
et al., 2013) ため、bindable-like form のヌクレオチド結合親和性は empty form よりも高
いと考えられる。そのため、bV1の empty form は 2dV1の bindable-like form に変化した
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ことでヌクレオチド結合親和性が高くなり新たなATPが結合、そして 3dV1の half-closed 
form に変化すると示唆された。この後 3dV1の half-closed form は bV1の bound form に変
化すると考えられるが、これは 3dV1の tight form から ADP が解離し empty form に構造
変化するという反応も起こるということも意味する。しかし 3dV1は 2 mM ADP という
高濃度条件下であるため、tight form から ADP が解離できないのではないかと考えられ
る。以上のことから 2dV1は 3 つ目の ATP の結合待ちの反応中間体構造、そして 3dV1
は新たな ATP が結合し、加水分解で生じた ADP が解離する前の反応中間体構造である
と示唆された。 
	 ここで 2dV1から 3dV1に変化した際に ADP form が tight form に変化した理由を考察す
る。2dV1構造では ADP が結合したことで ADP form に変化したことを考慮すると、	 
ADP が結合する際は ADP form が最も安定なのではないかと考えられる。しかし反応が
進むためにはこの ADP が解離しなければならない。そのため tight form に再度変化して
ADP との親和性を下げ、ADP が解離しやすくなっているのではないかと考えられる。 
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3 章 4 節	 Pi 結合型 V1-ATPase の X 線結晶構造解析の結果と考察 
 
Pi存在下での V1-ATPaseの X線結晶構造解析  
 2 mM Pi 存在下の V1-ATPase の X 線結晶構造解析を行い、2.9 Å で構造決定した (Fig. 
3-11, Table. 3-2)。Pi 存在下の V1-ATPase 構造も bV1と同じく全体構造が eV1に似ていた 
(r.m.s.d. = 0.375)。この構造には tight form に Pi:Mg が 1 つ結合していると考えられる電
子密度のピークが見られたが bound form には見られなかった (Fig. 3-12)。一方 200 µM 
Pi 存在下の V1-ATPase は 2.8 Å で構造決定した。この構造も eV1に全体構造が似ていた
が、Pi と見られる電子密度のピークは見られなかった (Fig. 3-13)。このことから tight 
form の Pi の結合親和性は 2 mM より低く 200 µM より高いが、bound form の Pi の結合
親和性は 2 mM より低いことが構造上から明らかとなった。 
 
Pi結合型 V1-ATPaseのヌクレオチド結合部位  
	 2 mM Pi 結合型 V1-ATPase 構造 (以下 PiV1と呼ぶ) の tight form と bV1の tight form を
重ね合わせ、ヌクレオチド結合部位を比較した (Fig. 3-14d)。Pi は AMP-PNP の γ リン
酸部位に存在しており、bV1の構造で AMP-PNP と水素結合を作っていた A サブユニッ
トの Arg262、Lys238、B サブユニットの Arg350 の側鎖も Pi と相互作用していた。一方
PiV1の bound form の Lys238 の側鎖は bV1のものとは位置が異なった (Fig. 3-15d)。そこ
でヌクレオチドが結合していない eV1の bound form と比較したところ側鎖が同じ位置
に存在しているため (Fig. 3-15a)、Pi が結合していないと構造上から結論づけられた。 
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 ここで bound form に Pi が結合しなかった理由を考察する。PiV1の tight form と bound 
form を重ね合わせると Arg finger と A サブユニットの Lys238 以外の側鎖は同じ位置に
存在していた (Fig. 3-16)。上でも述べた通り Lys238 の側鎖の位置の違いは Pi の結合の
有無によって生じたものであると考えられる。一方 tight form の Arg fingerの Cαと bound 
form の Arg finger の Cα の距離の差は 1.6 Å であり、tight form の Arg finger が Pi に近づ
いていた。この距離の差は第二章でも述べた通り中心軸 DF 複合体と A、B サブユニッ
トによるタンパク質-タンパク質相互作用によって生じたものであり、この Arg finger
の距離の差により Pi の結合親和性が変化したと示唆された。また 10 mM Pi をソーキン
グした A3B3複合体 (データ未掲載) にも Pi は結合せず、全体構造は eA3B3と似ていた。
bound form が存在するが tight form は存在しない eA3B3に 10 mM の濃度でも Pi が結合
しなかったことからも、bound form の Pi 結合親和性が低いことが示唆される。 
 
3 章 5 節	 結論  
	 X 線結晶構造解析により、ATP 結合待ちの V1-ATPase 構造である 2 分子の ADP が結
合した V1-ATPase 構造 (2dV1)、ADP 解離待ちの V1-ATPase の構造である 3 分子の ADP
が結合した V1-ATPase 構造 (3dV1) という 2 種類の新たな反応中間体を明らかにした。 
	 さらに 2 mM Pi 結合型 V1-ATPase の構造 (PiV1) が得られた。この構造は bV1に似て
いたため Pi のみでは構造変化を引き起こさないことが示唆された。また 200 µM Pi 存在
下での V1-ATPase には Pi が結合しなかったことから、Pi は ADP よりも結合親和性が低
いと考えられる。これらのことから ATP 加水分解で生じた Pi は ADP よりも先に解離
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し、ADP のみが残留することで反応メカニズムが進むのではないかと考えられる。こ
れらの新たな構造情報より次章では V1-ATPase の回転メカニズムを提案する。 
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2dV1 3dV1 
 
20 µM ADP 2 mM ADP 
space group P212121 P212121 
cell dimensions 
  a, b, c (Å) 127.35, 129.62, 237.21 121.68, 126.49, 225.26 
α,β, γ (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 
Wavelength 1.1000  1.1000  
resolution 50-3.25 (3.45-3.25) 50-3.02  (3.21-3.02) 
Rmerge 0.199 (1.064) 0.221 (1.064) 
I/sigma 10.33 (1.88) 10.14 (1.96) 
completeness 99.4 (97.2) 99.2 (95.5) 
redundancy 6.7 (6.6) 6.6(6.4) 
No. reflection 62128 (9639) 68037 (10391) 
Rwork(%)/Rfree(%) 20.67/24.67 20.91/24.42 
R.m.s deviations 
  Bond lengths (Å) 0.008 0.008 
Bond angles 1.172 1.032 
Ramachandran plot statistics (%) 
  Favored regions 98.1 98.3 
Allowed regions 1.9 1.6 
Outliers 0.0 0.0 
 
Table. 3-1 ADP 結合型 V1-ATPase の回折データと統計値  
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PiV1 
 
 
2 mM Pi 200 µM Pi 
space group P212121 P212121 
cell dimensions 
  a, b, c (Å) 128.22,128.35, 228.03 127.91, 128.45, 226.72 
α,β, γ (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 
Wavelength 1.1000  1.1000 
resolution 49.04-2.89 (2.99-2.89) 50-2.84 (3.01-2.84) 
Rmerge 0.157 (0.824) 0.225 (0.988) 
I/sigma 12.5 (2.2) 9.34 (1.99) 
completeness 99.9 (100) 99.7 (98.7) 
redundancy 6.6 (5.3) 6.7 (6.8) 
No. reflection 84568 (8382) 62128 (9639) 
Rwork(%)/Rfree(%) 21.13/25.22 17.18/20.91 
R.m.s deviations 
  Bond lengths (Å) 0.003 0.004 
Bond angles 0.662 0.740 
Ramachandran plot statistics (%) 
  Favored regions 97.8 98.1 
Allowed regions 2.2 1.2 
Outliers 0.0 0.0 
 
Table. 3-2 Pi 結合型 V1-ATPase の回折データと統計値  
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Fig. 3-1 20 µM ADP 存在下の
V1-ATPase の結晶構造  
a, 20 µM ADP 存在下の V1-ATPase 
(2dV1) の側面図。b, 2dV1 の C 末端ド
メイン (a で表面を透過している部
分) を N 末端側から見た図であり、
eV1 (gray) と重ね合わせている。AO’
は青紫、AC は青、BO・BO’はピンク、
BCR は濃い赤紫。c−h, 2dV1 の
bindable-like form の BO (c)、AO’ (d)、
bound form の BO’ (e)、AC (f)、ADP form
の BCR (g)、AC (h) を DF と共に表示し
た側面図。bV1 (灰色) のサブユニット
と β-barrel (白) で重ね合わせている。
また、arm を白、P-loop を黄色で表示
している。 
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Fig. 3-2 20 µM ADP 存在下の V1-ATPase (2dV1) のヌクレオチド結合部位の電子密
度図  
a, b, 2dV1のヌクレオチド結合部位の平面を N 末端側から見た図。赤い点線の円で囲ん
だ場所に ADP:Mg が結合している。c-h, AO’ (c, d)、AC (e, f)、AC (g, h) のヌクレオチド結
合部位。白が arm、黄色が P-loop。左図 (a, c, e, g) は 2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 σ で
表示している。右図 (b, d, f, h) は|Fo|-|Fc|マップ (緑)、-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ で表
示している。 
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a                                        b 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-3	 2dV1 のヌクレオチド結合部位  
2 つの構造はヌクレオチドの塩基で重ね合わせた。a, 2dV1の ADP form のヌクレオチド
結合部位の図。原子間距離 (Å) は青の点線で表す。b, 2dV1の ADP form と bV1の tight 
form を比較した図。色付きが 2dV1、灰色が bV1である。 
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Fig. 3-4 2dV1 の A3B3 と DF のタンパク質 -タンパク質相互作用  
a-f, 2dV1の bindable-like form の BO (a)、AO’ (b)、bound form の BO’ (c)、AC (d)、ADP form
の BCR (e)、AC (f) を DF と共に表示した側面図。buried surface area > 10 Å2の残基を sphere
で表示し、A、B サブユニットと D サブユニットの相互作用を青、赤、黄色で表示する。
g-l, bV1の empty form の BC (g)、AO (h)、bound form の BO’ (i)、AC (j)、tight form の BCR (k)、
ACR (l) を DF と共に表示した側面図。色や表示は a-f と同じである。A、B サブユニッ
トと F サブユニットの相互作用を白で表示する。 
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a                         b                            c 
 
 
 
 
Fig.3-5	 2dV1 の bindable-like form のヌクレオチド結合部位の比較  
a, bV1の empty form のヌクレオチド結合部位の図。b, 2dV1の bindable-like form のヌクレ
オチド結合部位の図。c, eA3B3の bindable form のヌクレオチド結合部位の図。 
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Fig. 3-6 2 mM ADP 存在下の
V1-ATPase の結晶構造  
a, 2 mM ADP 存在下の V1-ATPase 
(3dV1) の側面図。b, 3dV1 の C 末端ド
メイン (a で表面を透過している部
分) を N 末端側から見た図であり、
eV1 (gray) と重ね合わせている。AHC
は群青、AC は青、BO・BO’はピンク、
BCR は濃い赤紫。c−h, 3dV1 の
half-closed form の BO (c)、AHC (d)、
bound form の BO’ (e)、AC (f)、tight form
の BCR (g)、AC (h) を DF と共に表示し
た側面図。bV1 (灰色) のサブユニット
と β-barrel (白) で重ね合わせている。
また、arm を白、P-loop を黄色で表示
している。 
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Fig. 3-7 2 mM ADP 存在下の V1-ATPase (3dV1) のヌクレオチド結合部位の電子密度
図  
a, b, 3dV1のヌクレオチド結合部位の平面を N 末端側から見た図。赤い点線の円で囲ん
だ場所に ADP:Mg が結合している。c-h, AHC (c, d)、AC (e, f)、AC (g, h) のヌクレオチド
結合部位。白が arm、黄色が P-loop。左図 (a, c, e, g) は 2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 σ
で表示している。右図 (b, d, f, h) は|Fo|-|Fc|マップ (緑)、-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ
で表示している。 
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Fig.3-8	 3dV1 の tight form のヌクレオチド結合部位の比較  
2 つの構造はヌクレオチドの塩基で重ね合わせた。a, 3dV1の tight form と 2dV1の ADP 
form を比較した図。色付きが 3dV1、灰色が 2dV1である。b, 3dV1の tight form と bV1の
tight form を比較した図。色付きが 3dV1、灰色が bV1である。 
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a                                        b 
 
 
 
 
 
 
 
c                                        d 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-9	 3dV1 の half-closed form のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間の結合距離 (Å) は青の点線で表している。b, d の 2 つの構造は P-loop 付近 
(232-248 残基) で重ね合わせた。a, 2dV1 の bindable-like form。b, 3dV1の half-closed form
と 2dV1の bindable-like form を比較した図。色付きが 3dV1、灰色が 2dV1である。c, bV1
の bound form。d, 3dV1の half-closed form と bV1の bound form を比較した図。色付きが
3dV1、灰色が bV1である。 
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Fig. 3-10 3dV1 の A3B3 と DF のタンパク質 -タンパク質相互作用  
a-f, 3dV1の half-closed form の BO (a)、AHC (b)、bound form の BO’ (c)、AC (d)、ADP form
の BCR (e)、AC (f) を DF と共に表示した側面図。buried surface area > 10 Å2の残基を sphere
で表示し、A、B サブユニットと D サブユニットの相互作用を青、赤、黄色、A、B サ
ブユニットとFサブユニットの相互作用を白で表示する。g-l, bV1の empty formのBC (g)、
AO (h)、bound form の BO’ (i)、AC (j)、tight form の BCR (k)、ACR (l) を DF と共に表示した
側面図。色や表示は a-f と同じである。 
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Fig. 3-11 2 mM Pi 存在下の
V1-ATPase の結晶構造  
a, 2 mM Pi 存在下の V1-ATPase (PiV1) 
の側面図。b, PiV1のC末端ドメイン (a
で表面を透過している部分) を N 末
端側から見た図であり、bV1 (gray) と
重ね合わせている。AOは青紫、AC は
青、ACR は濃紺、AC は、BO’はピンク、
BCは赤紫、BCRは濃い赤紫。c−h, PiV1
の empty form の BC (c)、AO (d)、bound 
form の BO’ (e)、AC (f)、tight form の BCR 
(g)、ACR (h) を DF と共に表示した側
面図。bV1 (灰色) のサブユニットと
β-barrel (白) で重ね合わせている。ま
た、arm を白、P-loop を黄色で表示し
ている。 
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Fig. 3-12 2 mM Pi 存在下の V1-ATPase (PiV1) のヌクレオチド結合部位の電子密度
図  
a, b, PiV1のヌクレオチド結合部位の平面を N 末端側から見た図。赤い点線の円で囲ん
だ場所に Pi:Mg が結合している。c-h, AO (c, d)、AC (e, f)、ACR (g, h) のヌクレオチド結
合部位。白が arm、黄色が P-loop。左図 (a, c, e, g) は 2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 σ で
表示している。右図 (b, d, f, h) は|Fo|-|Fc|マップ (緑)、-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ で表
示している。 
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Fig. 3-13 200 µM Pi 存在下の V1-ATPase のヌクレオチド結合部位の電子密度図  
a, b, 200 µM Pi存在下V1-ATPaseのヌクレオチド結合部位の平面をN末端側から見た図。
c-h, AO (c, d)、AC (e, f)、ACR (g, h) のヌクレオチド結合部位。白が arm、黄色が P-loop。
左図 (a, c, e, g) は 2|Fo|-|Fc|マップ (灰色) を 1.0 σ で表示している。右図 (b, d, f, h) は
|Fo|-|Fc|マップ (緑)、-|Fo|-|Fc|マップ (赤) を 4.0 σ で表示している。 
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a                                       b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c                                       d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-14	 PiV1 の tight form のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間距離 (Å) は青の点線で表す。b, d の 2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基
で重ね合わせた。a, eV1の tight form。b, PiV1と eV1の tight form を比較した図。色付き
が PiV1、灰色が eV1の tight form である。c, bV1の tight form。d, PiV1と bV1の tight form
を比較した図。色付きが PiV1、灰色が bV1の tight form である。 
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a                                        b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c                                        d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-15	 PiV1 の bound form のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間距離 (Å) は青の点線で表す。b, d の 2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基
で重ね合わせた。a, eV1の bound form。b, PiV1と eV1の bound form を比較した図。色付
きが PiV1、灰色が eV1の bound form である。c, bV1の bound form。d, PiV1と bV1の bound 
form を比較した図。色付きが PiV1、灰色が bV1の bound form である。 
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a                                       b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-16	 PiV1 のヌクレオチド結合部位の比較  
原子間距離 (Å) は青の点線で表す。a, PiV1の bound form。b, PiV1の tight form と PiV1
の bound form を比較した図。2 つの構造は A サブユニットの 67-593 残基で重ね合わせ
た。色付きが PiV1の tight form、灰色が PiV1の bound form である。2 つの構造の原子間
距離(Å) は赤の点線で表す。 
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4 章	 結論 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 77 
	 今回の研究では V1-ATPase の回転メカニズムを明らかにするために様々なヌクレオ
チドが結合した V1-ATPase の構造を X 線結晶構造解析で明らかにした。 
 
AMP-PNP結合型 V1-ATPaseの X線結晶構造解析  (2章 ) 
	 ATPアナログである AMP-PNPを結合させた V1-ATPase構造はヌクレオチド非結合型
V1-ATPase 構造と全体構造が似ていた。AMP-PNP は 3 箇所のヌクレオチド結合部位に
対し bound form と tight form のヌクレオチド結合部位に 2 分子結合しており、ヌクレオ
チド結合部位が最も開いた empty form のものには結合しなかった。また B サブユニッ
トに存在する Arg finger が加水分解のトリガーとなり、tight form で加水分解が生じると
示唆された。このため AMP-PNP 結合型 V1-ATPase 構造は ATP 加水分解待ちの構造で
あると考えられる。 
 
2分子の ADPが結合した V1-ATPaseの X線結晶構造解析  (3章 2節 ) 
	 ATP の加水分解物である ADP を 20 µM という低濃度の条件で結合させた V1-ATPase
構造には 2 分子の ADP が結合しており、AMP-PNP 結合型 V1-ATPase 構造と全体構造
が異なっていた。この構造にも bound form の AB ペアが存在し、ヌクレオチド結合部位
に ADP が結合していたが、tight form であった AB ペアには ADP が結合して ADP form
へと変化していた。また empty form はヌクレオチド結合親和性があると考えられてい
る bindable-like form に変化していた。この AB ペアには ADP が結合していなかった。
これは ADP form に構造変化したことでタンパク質-タンパク質相互作用をしていた
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empty form の構造も変化したと考えられる。このため 2 分子の ADP が結合した
V1-ATPase 構造は ATP 結合待ちの構造であると考えられる。 
 
3分子の ADPが結合した V1-ATPaseの X線結晶構造解析の結果と考察  (3章 3節 ) 
	 ADP を 2 mM という高濃度の条件で条件で結合させた V1-ATPase 構造には 3 箇所の
ヌクレオチド結合部位すべてに ADP が結合しており、新たに ADP が結合した AB ペア
には SO42-も結合していた。全体構造は 2 分子の ADP が結合した V1-ATPase 構造と異な
り、bindable-like form のヌクレオチド結合部位が閉じて half-closed form へと変化してい
た。これは ADP が結合したことにより構造が変化したと考えられる。この構造は高濃
度の ADP 存在下であるため、どのヌクレオチド結合部位も ADP が解離できない状態で
あると考えられる。それ故 3 分子の ADP が結合した V1-ATPase 構造は ADP 解離待ちの
構造であると示唆された。 
 
Pi結合型 V1-ATPaseの X線結晶構造解析  (3章 4節 ) 
	 ATP の加水分解物である Pi を 2 mM の条件で結合させた V1-ATPase 構造には 1 分子
の Pi が結合していた。一方 Pi が 200 µM の条件では Pi が結合しなかったため、Pi は
ADP よりも結合親和性が低いと示唆された。Pi が結合した構造は AMP-PNP 結合型
V1-ATPase 構造と全体構造が似ており、tight form のヌクレオチド結合部位に存在してい
た。これらのことから Pi は V1-ATPase の構造を変化させる要因ではなく、加水分解後
に Pi が先に抜けて ADP のみがヌクレオチド結合部位に残留することで回転メカニズム
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が始まると示唆された。 
 
	 これらの新たな構造情報から V1-ATPase の回転メカニズムを提案する (Fig. 4-1)。ま
ず ATP 加水分解前の V1-ATPase 構造 (bV1) を起点とする (Fig. 4-1a)。tight form のヌク
レオチド結合部位には加水分解前の ATP が存在する。bound form にも ATP が存在して
いるが、Arg finger と ATP の γ リン酸の距離が遠いため加水分解は起こらないと考えら
れる。残りの AB ペアは empty form であるが ATP 結合親和性は低いため現段階では新
たな ATP は結合しない。tight form で ATP が加水分解すると ADP と Pi が生じる。結合
親和性は Pi よりも ADP の方が大きいため、Pi が先に抜けると考えられる。Pi が抜ける
ことにより tight form には ADP のみが結合している状態となるため、ADP form へと構
造が変化する。この構造変化により中心軸 DF 複合体と empty form の B サブユニット
が ADP form に引き寄せられ、構造が変化する。また、構造変化した DF 複合体に empty 
form の A サブユニットが引き寄せられることでヌクレオチド結合部位が開いて
bindable-like form に変化し、新たな ATP が結合しやすい構造となる。この時の V1-ATPase
構造が 2dV1である (Fig. 4-1b)。bindable-like form に新たな ATP が結合するとヌクレオ
チド結合部位は閉じた構造となり、half-closed form に変化する。この変化により中心軸
は half-closed form の A サブユニットに押され、再度構造が変化する。また、ADP form
は tight form に戻り、ADP が解離しやすくなる。この時の V1-ATPase 構造が 3dV1であ
る (Fig. 4-1c)。その後、ADP が tight form から解離して empty form に、half-closed form
はヌクレオチド結合部位が更に閉じた bound form に構造変化し、DF 複合体が 120°回転
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する。それにより DF 複合体とタンパク質-タンパク質相互作用をしている bound form
は tight form に構造変化し、bV1の構造に戻る (Fig. 4-1d)。その後、新たな tight form で
ATP 加水分解が起こり、反応が連鎖する。つまり 1 分子の ATP が加水分解することで、
empty form が bound form に、bound form が tight form に、empty form が bound form にそ
れぞれ変化して中心軸が時計回りに 120°回転し、そして 3 つのヌクレオチド結合部位
で順番に ATP が加水分解されることで中心軸が 1 回転する。 
 このモデルでは Pi の解離と ATP 加水分解が 0°、120°、240°と中心軸が回転したタイ
ミングで起こると考えており、これは 1 分子回転実験の結果とも一致する (Ueno H, et 
al., 2014)。また、ATP の加水分解と ADP、Pi の解離のタイミングの角度が異なると考
えられている F-ATPase の回転メカニズム (Watanabe R, et al., 2010) とは異なることが
示唆された。 
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Fig. 4-1 V1-ATPase の回転メカニズムモデル  
a-d, bV1 (a, d)、2dV1 (b)、3dV1 (c) の結晶構造を基にした構造モデル。黄色の’P’
は加水分解されている ATP の γ リン酸である。 
a                  b                 c                  d 
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